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Tuberkuloza je nalezljiva bolezen, ki jo povzroča bakterija Mycobacterium tuberculosis, in 
ostaja vodilni vzrok smrti predvsem v nerazvitem delu sveta. Zdravilo prve linije 
kombiniranega zdravljenja predstavlja izoniazid, ki moti biosintezo mikolnih kislin, tako da 
zavira encim InhA. Zaviranje tega encima je povezano s celično smrtjo mikobakterije. 
Izoniazid je predzdravilo, ki potrebuje oksidativno aktivacijo z mikobakterijsko katalazno 
peroksidazo KatG. Monorezistentnost proti izoniazidu je najpogostejša odpornost proti 
zdravilu prvega izbora za terapijo tuberkuloze. Zato so učinkovine, ki neposredno zavirajo 
InhA in ne potrebujejo aktivacije s KatG, zelo obetavne za spopad z odpornimi sevi M. 
tuberculosis. 
Sintetizirati smo želeli štiri nove potencialne neposredne zaviralce encima InhA (spojine 8, 12, 
17 in 26). Izhajali smo iz strukture molekule tetrahidropiranskega zaviralca (spojina I), ki smo 
mu tetrahidropiranski del zamenjali z 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinom. Kemijski 
prostor v aktivnem mestu encima ter njegovo zaviranje smo raziskali z različnimi substituenti 
na osnovni strukturi našega potencialnega zaviralca.  
Sintetiziranim spojinam so na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani na izoliranem 
encimu InhA določili vrednosti IC50. Te so: za spojino 8 70 µM in za spojino 26 20 µM. 
Spojina 17 je razpadla, preden smo jo uspeli testirati. Tako smo tudi ugotovili, da je 
nesubstituiran pirol nestabilen, zato bi morali na obroč pripeti elektron-privlačne skupine. 
Slednji pristop smo preskusili pri spojini 12, kjer smo želeli na pirol uvesti brom, a žal 
želenega produkta nismo uspeli izolirati. Ne glede na to predvidevamo, da spojina 12 ne bi 
bila aktivna, pač pa bi imela le povečano kemijsko stabilnost.  






Tuberculosis is an infectious disease which is caused by Mycobacterium tuberculosis, and 
remains the leading cause of death in undeveloped countries. The first-line drug for 
antituberculotic treatment is isoniazid. It disrupts the biosynthesis of mycolic acids by 
inhibiting the enzyme InhA. Inhibition of this enzyme causes mycobacterium cell death. 
Isoniazid is a prodrug that needs oxidative activation with mycobacterium catalase-peroxidase 
KatG. Mono-resistance against isoniazid is the most common resistance against first-line 
antituberculotic agent. Thus, the direct inhibitors of InhA, that do not need activation by KatG, 
are very promising to combat resistant M. tuberculosis strains. 
We tried to synthesize four new potential direct inhibitors of InhA enzyme (compounds 8, 12, 
17 in 26). Our synthesis was based on tetrahydropyran inhibitor molecule structure (compound 
I), in which we substituted the tetrahydropyran part with the more rigid 1,2,3,4-
tetrahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine. With the introduction of different substituents on to 1,2,3,4-
tetrahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine we researched the chemical space of InhA active site.  
The IC50 values of synthesized compounds were determined on the Faculty of Pharmacy, 
University of Ljubljana, on an isolated InhA enzyme. These values are 70 µM and 20 µM for 
compounds 8 and 26, respectively. Compound 17 degraded before we managed to test its 
activity. HRMS analysis of synthesized compound confirmed that unsubstituted pyrrole is 
unstable and is oxidized when in contact with oxygen. Electron-withdrawing substituents 
should be introduced to the pyrrole ring in order to increase chemical stability. The attempt to 
introduce bromine to the pyrrole ring was however not successful. We presume the product of 
the bromination would not be active, however it should be more chemically stable.  





III. SEZNAM OKRAJŠAV 
ACP acil-prenašalni protein (ang. Acyl Carrier Protein) 
Boc zaščitna skupina t-butil karbamat 
Cbz benzilkarbamatna zaščitna skupina 
CDCl3 devteriran kloroform 
CoA koencim A 
DCC N,N'-dicikloheksilkarbodiimid 




DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
ekv molski ekvivalent 
EMA Evropska agencija za zdravila (ang. European Medicines Agency) 
EtOAc etilacetat 
EtOH etanol 
FAS-I sintaza maščobnih kislin tipa I (ang. Fatty Acid Synthases I) 
FAS-II sintaza maščobnih kislin tipa II (ang. Fatty Acid Synthases II) 
FDA ameriška Uprava za hrano in zdravila (ang. Food and Drug 
Administration) 




HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti (ang. High-Resolution Mass 
Spectrometry) 
IC50 koncentracija zaviralca, ki zavre biološki proces na polovico začetne 
vrednosti (ang. Half Maximal Inhibitory Concentration) 
IGRA test sproščanja interferona gama (ang. Interferon-Gamma Release 
Assay) 
INH izoniazid 
InhA trans-enoil-ACP reduktaza 
inhA gen za trans-enoil-ACP reduktazo 
KatG katalazna peroksidaza 
katG gen za katalazno peroksidazo 
M. tuberculosis Mycobacterium tuberculosis 
mAGP mikolilarabinogalaktan-peptidoglikan 




MF mobilna faza 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija 
MS masna spektrometrija 
NAA test amplifikacije nukleinskih kislin (ang. Nucleic Acid Amplification) 
NaOAc natrijev acetat 
NAD nikotinamid adenin dinukleotid – oksidirana oblika 




NMR jedrska magnetna resonanca (ang. Nuclear Magnetic Resonance) 
Rf retencijski faktor 
RNA ribonukleinska kislina 
rpoB gen, ki kodira mikobakterijsko od DNA odvisno RNA-polimerazo 
TDR-TB tuberkuloza, ki je odporna proti vsem zdravilom drugega izbora (ang. 
Totally Drug-Resistant Tuberculosis) 
TFA trifluoroocetna kislina 
TFAA trifluoroacetanhidrid 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija (ang. Thin-Layer Chromatography) 
TST tuberkulinski kožni test (ang. Tuberculin Skin Test) 
Ttališče temperatura tališča 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization) 
XDR-TB tuberkuloza, ki je odporna proti izoniazidu in rifampicinu ter proti 







Tuberkuloza je nalezljiva bolezen, ki jo povzroča bakterija Mycobacterium tuberculosis. Kljub 
cepljenju, ki se izvaja že 90 let, in zdravljenju z antituberkulotiki, ki je vpeljano 60 let, pa še 
vedno ostaja vodilni vzrok smrti predvsem v nerazvitem delu sveta. Svetovna zdravstvena 
organizacija ocenjuje, da je na svetu vsako leto okoli 10,4 milijona novih primerov in 1,8 
milijona smrti zaradi tuberkuloze. Ena tretjina novih primerov ostane neodkritih, veliko pa jih 
ostane brez ustreznega zdravljenja. Bakterija okuži le ljudi in se je razvila tako, da je vztrajala v 
organizmu dolgo časa. Aktivno obliko bolezni s poškodbami pljuč razvije le 5-15 % okuženih 
oseb. Bakterija se prenaša z aerosolom iz grla in pljuč ljudi z aktivno obliko bolezni med 
kašljanjem, kihanjem ali celo govorjenjem. Da se človek okuži, mora vdihniti le nekaj bakterij. 
Bolezen največkrat prizadene pljuča, lahko pa tudi katerokoli drugo tkivo (1, 2). 
Bakterije, ki pridejo z vdihanimi kapljicami v alveole, hitro ulovijo alveolarni makrofagi. Ti so 
del prirojenega imunskega sistema in lahko uničijo mikobakterije z mehanizmi znotrajceličnega 
ubijanja ter tako preprečijo okužbo. Ključni ligand na bakteriji za makrofagni receptor je 
mikobakterijski lipoarabinomanan. Pri fagocitozi bakterij sodeluje tudi sistem komplementa. 
Protein C3 se veže na celično steno in ojača prepoznavanje mikobakterij s strani makrofagov 
(vezava na komplementne receptorje). Makrofagna fagocitoza nato sproži kaskado reakcij, ki 
lahko uspešno nadzirajo okužbo. Sledi lahko latentna oblika tuberkuloze ali pa napredovanje v 
aktivno obliko bolezni. Kako se bo bolezen razvijala, je odvisno od bolnikovega imunskega 
sistema. V naslednji stopnji se začnejo tvoriti proteolitični encimi in citokini v makrofagu. 
Citokini privlačijo T-limfocite, ki jim makrofagi predstavijo bakterijske antigene. 
Mikroorganizmi nadaljujejo z rastjo, kar traja 2 do 12 tednov, dokler ne dosežejo zadostnega 
števila, da izzovejo celični imunski odziv, ki ga lahko zaznamo s kožnim testom. Naslednji 
obrambni korak je nastanek granulomov okoli mikobakterij. To so lezije v obliki nodulov, 
znotraj katerih so zbrani aktivirani T-limfociti in makrofagi. V takem okolju se uničijo makrofagi 
in na sredini lezije nastane nekroza, čemur so se mikobakterije prilagodile, zato lahko v takem 
mikrookolju preživijo. Po 2 do 3 tednih je v leziji nizka raven kisika, nizka vrednost pH in 
omejena količina hranil, kar prepreči nadaljnjo rast bakterij, vzpostavi pa se latentno stanje. Pri   
2 
 
obolelih z oslabelim imunskim odzivom se granulomi utekočinijo in vsebina preide v bronhus, 
oboleli lahko izkašljajo kapljice in okužijo druge ljudi, ali pa bližnjo krvno žilo in posledično se 
lahko bolezen razvije izven pljuč. Tuberkulozo torej lahko razdelimo na latentno, primarno, 
primarno napredujočo in ekstrapulmonalno (3). 
LATENTNA TUBERKULOZA – Približno ena četrtina svetovnega prebivalstva ima latentno 
obliko tuberkuloze, kar pomeni, da so bili okuženi z bakterijo tuberkuloze, vendar bolezni (še) 
niso razvili in zato niso kužni (1, 2). Čeprav je gostiteljev imunski odziv proti M. tuberculosis 
zelo učinkovit pri nadzoru bakterijske delitve, pa se M. tuberculosis skoraj nikoli ne moremo 
znebiti v celoti, in sicer zaradi njene sposobnosti, da vzpostavi in vzdržuje latentno stanje (4). To 
predstavlja tudi enega od izzivov za zdravljenje in preprečevanje bolezni, saj patogen v 
organizmu vztraja v spečem stanju mnogo let in se lahko ponovno aktivira ter povzroči bolezen. 
Večjo možnost za razvoj aktivne tuberkuloze imajo ljudje, ki so okuženi s HIV, so slabo 
prehranjeni, imajo diabetes ali pa so kadilci (1, 2). 
PRIMARNA TUBERKULOZA – Primarna pulmonalna tuberkuloza poteka v večini primerov 
asimptomatsko, zato so diagnostični testi edini dokaz okužbe. Lahko se pojavijo simptomi kot so 
vročina, bolečine v prsih in dispneja (3). 
PRIMARNA NAPREDUJOČA TUBERKULOZA – Ko človek razvije aktivno obliko 
tuberkuloze, so začetni simptomi blagi več mesecev, npr. kašelj, vročina, nočno potenje ali 
izguba telesne mase. Zaradi tega pride do zdravljenja šele kasneje, kar poveča možnosti za 
prenos bolezni (1, 2). Pri večini pacientov se nato razvije kašelj, ki je lahko na začetku 
neproduktiven. Ta nato napreduje do produktivnega z gnojnim izmečkom, ki lahko vsebuje tudi 
kri. Bolniki lahko občutijo tudi bolečine v prsih ter dispnejo ali ortopnejo (3). Osebe z aktivno 
obliko bolezni lahko v enem letu okužijo 10-15 ljudi. Brez ustreznega zdravljenja umre 45 % 
bolnikov z aktivno tuberkulozo, ki so HIV-negativni, in skoraj vsi HIV-pozitivni bolniki (1, 2).  
EKSTRAPULMONALNA TUBERKULOZA – Čeprav so pljuča največkrat okuženo mesto pri 
tuberkulozi, se izvenpljučna oblika tuberkuloze pojavi pri več kot 20 % imunsko kompetentnih 
bolnikov. Najbolj kritično mesto za okužbo je živčni sistem, kjer lahko ta povzroči meningitis in 
celo smrt. Prav tako resna je okužba krvi, saj se potem bakterije razširijo po celem telesu v več   
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organov. Najpogostejša izvenpljučna oblika tuberkuloze je limfatična tuberkuloza. Druga možna 
mesta za okužbo pa so kosti, sklepi, plevra in urogenitalni sistem (3). 
Za diagnosticiranje tuberkuloze nimamo na razpolago zanesljivih, enostavnih testov za izvedbo 
ob pacientu (ang. Point of Care Test), s katerimi bi zagotovo potrdili prisotnost bolezni (5).  
DIAGNOSTIKA LATENTNE TUBERKULOZE – Tuberkulinski kožni test (ang. Tuberculin 
Skin Test; TST) zazna celično posredovano imunost proti M. tuberculosis prek reakcije 
zapoznele preobčutljivosti. Pri tem testu vbrizgajo 5 tuberkulinskih enot prečiščenega peptidnega 
derivata - tuberkulina. Po 48-72 urah izmerijo premer nastale kožne otrdline. Test je pozitiven pri 
premerih >5 mm (6, 7). Test sproščanja interferona gama (ang. Interferon-Gamma Release 
Assay; IGRA) je test in vitro, ki temelji na merjenju sproščanja interferona gama iz T-celic v 
odzivu na specifične antigene M. tuberculosis (7). 
DIAGNOSTIKA TUBERKULOZE – Definitivna potrditev tuberkuloze je možna s pridobitvijo 
pozitivne kulture iz okuženega izmečka ali tkiva in s pregledom razmaza pod mikroskopom (6, 
7). Rentgensko slikanje predstavlja pomoč pri diagnostiki, vendar ni specifičen pokazatelj, saj 
lahko številna druga obolenja prikažejo enako sliko bolezni. Novejša laboratorijska diagnostična 
metoda je test amplifikacije bakterijskih nukleinskih kislin (ang. Nucleic Acid Amplification; 
NAA), ki skupaj s pozitivnim razmazom kulture predstavlja potrditev aktivne tuberkuloze (6). 
1.2 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
Vse mikobakterije so obvezni aerobi, paličastih oblik (bacili), ne tvorijo spor in se ne barvajo niti 
Gram pozitivno niti Gram negativno. Mikobakterije so acidorezistentne in se obarvajo v globoki 
ciklamni barvi (magenta) z metodo po Ziehl-Neelsnu, zaradi specifične zgradbe celične stene (8). 
Nenavadna značilnost M. tuberculosis je dolg čas delitve, saj traja približno 24 ur, zato njene 
kulture potrebujejo nekaj tednov, da lahko zaznamo njihovo rast (9). 
M. tuberculosis ima poleg počasne rasti še eno posebnost, to je značilna celična ovojnica, ki je 
zelo bogata z lipidi. Ti predstavljajo do 40 % suhe mase celice mikobakterije, medtem ko sta 
njihova deleža pri Gram pozitivnih bakterijah <5 %, pri Gram negativnih pa 10 % (9, 10, 11). 
Celična ovojnica vsebuje mikolne kisline. To so verige, ki vsebujejo od 60 do 90 ogljikovih   
4 
 
atomov in so kovalentno pripete na peptidoglikansko plast ovojnice. Mikolne kisline so 
odgovorne za acidorezistentnost in za tvorjenje značilnih skupkov, ki jih vidimo pod 
mikroskopom. So nujno potrebne za preživetje mikobakterij. Nekaj ključnih antituberkulotikov 
deluje preko zaviranja sinteze mikolnih kislin (9). 
1.3 CELIČNA STENA, MIKOLNE KISLINE IN InhA 
Mikobakterijska celična ovojnica je sestavljena iz plazemske membrane, periplazemskega 
prostora, celične stene in kapsule (Slika 1). Plazemska membrana mikobakterij je podobna 
plazemskim membranam Gram negativnih in Gram pozitivnih bakterij. Sestavljajo jo fosfolipidi, 
lipopolisaharidi in proteini s posebnimi presnovnimi funkcijami, npr. za transport lipidov. 
Periplazemski prostor vsebuje granularno plast in druge proteine. Kapsula je sestavljena iz 
glukanskega matriksa, ki vsebuje proteine, (lipo)polisaharide in majhne količine lipidov (10). 
 
Slika 1: Zgradba celične ovojnice bakterije Mycobacterium tuberculosis; prirejeno po (12). 
Celična stena mikobakterij se razlikuje od celičnih sten Gram negativnih in Gram pozitivnih 
bakterij. Je velik kompleks, ki ga sestavljajo dvoslojna zunanja membrana, arabinogalaktani in 
peptidoglikani. Zunanja ali mikomembrana je podobne debeline kot plazemska membrana, 7 do 
8 nm, in vsebuje mikolne kisline. Te so na notranji strani zunanje membrane kovalentno 
povezane z arabinogalaktanom, ta pa s peptidoglikanom. Skupaj sestavljajo   
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mikolilarabinogalaktan-peptidoglikan (mAGP). Zunanji del zunanje membrane je zgrajen iz 
različnih lipidov (10, 4). Peptidoglikan je sestavljen iz ponavljajočih se enot N-
acetilglukozamina in N-acetil/glikolilmuraminske kisline, ki so križno povezani z nekaj kratkimi 
peptidi. Arabinogalaktan je kompleksno razvejan heteropolisaharid, ki vsebuje galaktanske 
verige z izmenično 5- in 6- povezanimi D-arabinan ostanki. Dve tretjini nereducirajočih koncev 
pentaarabinozila sta povezani z mikolnimi kislinami prek estrskih vezi (11). Tako se na 
zunanjem delu mikobakterije nahaja debela plast lipidov, ki ščiti celice pred nevarnimi 
kemikalijami in dehidracijo, zagotavlja slabo permeabilnost za hidrofobne antibiotike, omogoča 
virulenco, acidorezistentno barvanje in nastanek biofilma ter bakterije ščiti pred delovanjem 
gostiteljevega imunskega sistema (13, 14).  
Pomemben sestavni del te zaščitne plasti so mikolne kisline, ki imajo tudi strukturno vlogo v 
celični steni in ovojnici. Ciklopropanski obroči v mikolnih kislinah sodelujejo v zagotavljanju 
integritete celične stene in ščitijo bacile pred oksidativnim stresom (14). Mikolne kisline so α-
alkil, β-hidroksi maščobne kisline z visoko molekulsko maso (4). Zgrajene so iz 60-90 ogljikovih 
atomov. Sestavljene so iz meromikolne verige, katere dolžina je do 56 ogljikovih atomov, in 
nasičene α-verige, ki je dolga od 24 do 26 ogljikovih atomov (13). Delimo jih v tri skupine (Slika 
2): α-mikolne, metoksimikolne in ketomikolne kisline (4). Najštevilčnejše med njimi so α-
mikolne (več kot 70 %), metoksi- in keto-kisline pa so prisotne v manjši meri (10 do 15 %) (14).  
 
Slika 2: Strukture mikolnih kislin; prirejeno po (4).  
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Biosinteza mikolnih kislin (Slika 3) vsebuje pet ključnih stopenj: 1) sintezo C26-nasičene 
maščobne kisline s sistemom FAS-I, ki predstavlja α-alkilno verigo mikolne kisline; 2) sintezo 
C56-maščobne kisline s sistemom FAS-II, ki predstavlja meromikolno verigo mikolne kisline; 3) 
vpeljavo funkcionalnih skupin v meromikolno verigo s številnimi ciklopropanskimi sintazami; 4) 
kondenzacijo med α- in meromikolno verigo pred zadnjo redukcijo, pri čemer nastane mikolna 
kislina, in 5) prenos mikolnih kislin do arabinogalaktana in drugih akceptorjev, npr. trehaloze. 
Biosinteza mikolnih kislin vsebuje dva tipa sinteznih sistemov maščobnih kislin, in sicer sintazo 
maščobnih kislin tipa I in tipa II (FAS-I in FAS-II; ang. Fatty Acid Synthases I /II) (13). Tako so 
mikolne kisline sestavljene iz dveh maščobnih kislin, ene krajše verige, ki jo sintetizira sistem 
FAS-I, in ene daljše verige, ki jo prav tako sintetizira sistem FAS-I, podaljša pa jo sistem FAS-II 
(4). 
M. tuberculosis izraža gen fas (Rv2524c), ki kodira več funkcionalni peptid FAS-I. Ta vsebuje 
vse funkcijske domene, ki so potrebne za de novo sintezo maščobnih kislin iz acetilCoA. To so: 
aciltransferaza, enoilreduktaza, dehidrataza, malonil/palmitoil transferaza, acilni prenašalni 
protein, β-ketoaciltransferaza in β-ketoacil sintaza (13). Mikobakterijski sistem FAS-I podaljšuje 
acetilne skupine za dva ogljika, za substrat pa uporabi acetilCoA in malonilCoA. Podaljšanje 
vodi do C16- in C18-derivatov CoA, ki se porabijo za sintezo fosfolipidov v bakterijski 
membrani. Z nadaljnjim podaljšanjem maščobnih kislin pa nastanejo C20- in C26- derivati CoA. 
C20-maščobne kisline prevzame sistem FAS-II in sintetizira dolge meromikolne verige. C26-
maščobna kislina postane krajša α-alkilna veriga vseh mikolnih kislin v M. tuberculosis (14). 
Sistem FAS-I je sicer splošno prisoten v vseh evkariontskih celicah, razen v rastlinskih (4).  
Za razliko od drugih organizmov imajo mikobakterije oba sistema, FAS-I in FAS-II (4). Sistem 
FAS-II v M. tuberculosis je analogen ostalim bakterijskim sistemom FAS-II, prisoten pa je tudi v 
rastlinah (4, 13). Pri mikobakterijah ni zmožen de novo sinteze iz acetata ampak le podaljšuje 
acilCoA derivate v daljše maščobne verige, meromikolne kisline (13). Podaljševanje maščobnih 
kislin poteka skozi ponavljajoče se cikle kondenzacije, β-keto redukcije, dehidracije in enoilne 
redukcije, ki jih katalizirajo β-ketoacil sintaza, β-ketoacil reduktaza, β-hidroksiacil dehidraza in 




Slika 3: Sinteza mikolnih kislin; prirejeno po (15). 
Del sistema FAS-II mikobakterije M. tuberculosis je trans-enoil-ACP (ang. enoyl-Acyl Carrier 
Protein) reduktaza ali InhA, ki sodeluje v biosintezi maščobnih kislin. Za sintezo mikolnih kislin 
izkorišča NADH-kofaktor kot donor vodika za redukcijo dvojne trans vezi v karbonilno skupino 
dolgoverižnih maščobnih kislin (16). InhA je privlačna tarča za nove antibiotike saj nanjo 
potrjeno delujeta zdravili izoniazid (INH) in etionamid, hkrati pa InhA ter vsi ostali encimi v 
sistemu FAS-II nimajo človeških ortologov. To seveda zmanjša tveganje za toksično delovanje 
inhibitorjev InhA pri človeku (17).  
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1.4 ANTITUBERKULOTIKI IN REZISTENCA NANJE 
Antibiotično zdravljenje aktivne tuberkuloze ima tri glavne cilje. Najprej želimo hitro zmanjšati 
populacijo delečih se bakterij, da odpravimo simptome in znake bolezni ter preprečimo smrt 
obolelega in prenos okužbe na zdravo populacijo. Poleg tega želimo odpraviti populacijo 
perzistentnih bakterij, ki bi lahko povzročile ponovitev bolezni po prekinitvi zdravljenja, in tako 
doseči trajno ozdravitev. Tretji cilj pa je preprečitev pojava rezistence na zdravila, ki bi se lahko 
pojavila med terapijo. Za dosego vseh treh ciljev, moramo uporabiti kombinacijsko zdravljenje s 
sočasno uporabo več različnih antibiotikov (9). 
1.4.1 ZDRAVILA PRVEGA IZBORA 
Priporočena zdravila prvega izbora za zdravljenje aktivne tuberkuloze so izoniazid (INH), 
rifampicin, etambutol in pirazinamid (18). 
IZONIAZID: izoniazid (INH, hidrazid izonikotinske kisline) je eden najstarejših sintetičnih 
antituberkulotikov in najpogosteje predpisano zdravilo proti aktivni okužbi in za profilakso (4). 
Je baktericid in predstavlja zdravilo prve linije kombiniranega zdravljenja tuberkuloze (19). Je 
specifično aktiven in zelo učinkovit proti M. tuberculosis, z vrednostjo MIK med 0,02 do 0,2 
mikrograma na mililiter. Učinkuje proti delečim se bacilom, neučinkovit pa je proti tistim, ki 
mirujejo. Prehod v celice M. tuberculosis poteka s pasivno difuzijo, čeprav nova odkritja kažejo, 
da je možen prehod vanje tudi preko izlivnih črpalk (4, 19). 
Izoniazid je predzdravilo, ki potrebuje oksidativno aktivacijo (Slika 4) z mikobakterijsko 
katalazno peroksidazo KatG, pri čemer nastane reaktivna zvrst izonikotinoilni radikal. Ta nato 
kovalentno reagira s celičnim nikotinamid adenin nukleotidom in tvori adukt izonikotinoil-





Slika 4: Struktura izoniazida in mehanizem nastanka adukta INH-NADH; prirejeno po (17). 
Izoniazid moti biosintezo mikolnih kislin, esencialnih dolgih α-alkiliranih in β-hidroksiliranih 
maščobnih kislin, ki se nahajajo v mikobakterijski celični steni. Deluje tako, da zavira InhA, ki je 
od NADH odvisen encim v sistemu sinteze maščobnih kislin tipa II (FAS-II). Katalizira zadnjo 
redukcijsko stopnjo pri podaljševanju maščobnih kislin (17). Rezultat podaljševanja je dolga 
ogljikova veriga, ki jo poimenujemo meromikolna veja mikolne kisline, in je značilna za 
mikobakterije (4). To povzroči nabiranje nasičenih C24-C26-maščobnih kislin in prepreči 
nastajanje daljših molekul, vključno z mikolnimi kislinami. Inhibicija encima vodi v celično smrt 
mikobakterij (19). Monorezistentnost proti izoniazidu je najpogostejša oblika odpornosti proti 
zdravilu prvega izbora pri tuberkulozi (21). Odpornost na izoniazid je povezana z vsaj petimi 
različnimi geni. Tako je 60-70 % primerov rezistentnosti neposredno povezanih s spremembami 
v genu katG in redkeje v genu inhA ali v promotorskih regijah (19). Primarni vzrok odpornosti 
na izoniazid so torej mutacije KatG, posledica česar je odsotnost nujno potrebne oksidacije 
izoniazida do aktivne oblike in acilacije nikotinamidnega dela. Zato so učinkovine, ki 
neposredno zavirajo InhA in ne potrebujejo aktivacije s KatG, zelo obetavne za spopad z MDR-
TB (ang. Multidrug Resistant Tuberculosis), XDR-TB (ang. Extensively Drug-Resistant 
Tuberculosis) in TDR-TB (ang. Totally Drug-Resistant Tuberculosis) (20). 
RIFAMPICIN: rifampicin zavira aktivnost od DNA odvisne RNA-polimeraze, ki ima zgodnjo 
vlogo v transkripciji in je produkt gena rpoB. Veže se na β-podenoto encima blizu RNA/DNA-
kanalčka in fizično prepreči prehod rastoče verige RNA, potem ko se ji dodajo 2-3 nukleotidi. 
Rifampicin ne zavira encima v celicah sesalcev. Več kot 97 % mutacij, ki vodijo do rezistence 
nanj, je prisotnih v genu rpoB (22).  
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ETAMBUTOL: etambutol je učinkovit proti aktivno rastočim mikroorganizmom rodu 
Mycobacterium, vključno z M. tuberculosis. Zavira arabinozil-transferazo, ki je vključena v 
biosintezo celične stene. Uporablja se kot dodatek pri zdravljenju tuberkuloze, še posebej pri 
sumu na pojav rezistence. Ne smemo ga uporabljati kot monoterapijo zaradi resnega tveganja za 
pojav odpornih mutantov (22). 
PIRAZINAMID: aktivna oblika pirazinamida, pirazinojska kislina, učinkuje na znotrajcelični pH 
v M. tuberculosis in tako inaktivira različne presnovne poti, vključno s sintezo celične stene in 
transmembranskim transportom. Pirazinamid se uporablja za kombinirano zdravljenje, skupaj z 
izoniazidom in rifampicinom (22). 
1.4.2 ZDRAVILA DRUGEGA IZBORA 
Zdravila za zdravljenje odporne tuberkuloze delimo v tri skupine, glede na oceno razmerja med 
koristjo in tveganjem. 
Skupina A: fluorokinoloni (levofloksacin in moksifloksacin), bedakilin in linezolid so ocenjeni 
kot visoko učinkoviti, zato priporočajo njihovo vključitev v vse predpisane načine zdravljenja, 
razen v primeru kontraindikacij. 
Skupina B: klofazimin in cikloserin ali terizidon pogojno priporočajo kot zdravila drugega 
izbora. 
Skupina C: vključuje vsa ostala zdravila, ki jih lahko uporabimo za zdravljenje, kadar režim 
zdravljenja ne more vsebovati zdravil iz skupin A in B. Ta zdravila so razvrstili po prednosti za 
uporabo, glede na oceno razmerja koristi in tveganja. To so: etambutol, delamanid, pirazinamid, 
imipenem-cilastatin ali meropenem, amikacin ali streptomicin, etionamid ali protionamid in p-





V populaciji M. tuberculosis so naključne mutacije, ki mutantom omogočajo odpornost proti 
antituberkulotikom, razmeroma zelo redke. Klinično pomembna odpornost na zdravila se lahko 
razvije med zdravljenjem z antituberkulotiki. Tovrstna zdravila vsilijo selekcijski pritisk na 
populacijo mikobakterij, v kateri rezistentni mutanti postopoma številčno prerastejo na zdravila 
občutljive bacile in postanejo dominantni sev (24). Rezistenca proti antituberkuloznim zdravilom 
je predvsem posledica nezadostne adherence bolnikov, napačnega predpisovanja zdravil ali 
njihove slabe kvalitete (19).  
Tuberkuloza MDR-TB (ang. Multidrug Resistant Tuberculosis) je odporna na rifampicin in 
izoniazid, ki sta dve najučinkovitejši zdravili proti tej bolezni (25). Pacienti z MDR-TB zato 
potrebujejo kombinacijo antituberkulotikov drugega izbora, ki pa so dosti dražji, bolj toksični in 
manj učinkoviti kot standardna zdravila (26). 
Povzročiteljice XDR-TB (ang. Extensively Drug-Resistant Tuberculosis) so rezistentne na 
izoniazid in rifampicin in na fluorokinolone ter na vsaj eno od treh injektabilnih zdravil 
(kapreomicin, kanamicin ali amikicin) (27). WHO priporoča 18-24 mesečno ali še daljše 
zdravljenje MDR-TB in XDR-TB z zdravili drugega izbora (26). 
Poročajo tudi o obliki bolezni TDR-TB (ang. Totally Drug-Resistant Tuberculosis). V tem 
primeru se v sevih M. tuberculosis razvije odpornost proti vsem zdravilom drugega izbora (27). 
Ameriška FDA in evropska EMA sta odobrili tri nove učinkovine, bedakilin, delamanid in 
linezolid, ki omogočajo terapevtsko rešitev za TDR-TB (28). 
Raziskovalci želijo sintetizirati nove učinkovine, še posebej take, ki bi delovale sinergistično s 
standardno terapijo. Pri razvoju novih učinkovin proti odpornim sevom M. tuberculosis je eden 
izmed izzivov tudi ta, da je zdravljenje tuberkuloze sestavljeno iz kombinacije več zdravil. Z 
novimi zdravili bi torej morali doseči nove mehanizem delovanja glede na že uveljavljeno 
terapijo, in sicer s kar najmanj možnimi neželenimi interakcijami med zdravili in posledičnimi 
neželenimi učinki (21).  
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2 NAMEN DELA 
Pri načrtovanju novih zaviralcev InhA smo izhajali iz spojine vodnice (Slika 5, A), ki ima v 
strukturi tetrahidropiranski obroč. Slednji ne tvori posebnih interakcij z InhA, a je ključen, da 
spojina zavzame pravilno konformacijo v aktivnem mestu encima. Tetrahidropiran so pri prvi 
seriji zamenjali z 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinom, pri čemer je najboljšo vrednost IC50 
izkazovala spojina, ki je imela na mestu 1 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina pripeto fenilno 
skupino (Slika 5, B). V okviru magistrske naloge bomo poskusili uvesti na mesto 1 benzilno 
skupino (Slika 5, C), saj je razdalja med fenilom in amidno skupino bolj podobna spojini vodnici 
(Slika 5, A). Tako predvidevamo, da bo imel aromatski obroč ugodnejše interakcije z lipofilnim 
žepom, kamor se po naših predvidevanjih umesti fenil. Glede na kristalno strukturo spojine 
vodnice se namreč z rumeno barvo označeni 4-fenil-tiazol-2-il (Slika 5, A), veže v lipofilni žep v 
aktivnem mestu InhA. 
 
Slika 5: A - spojina vodnica, z rumeno je označen 4-fenil-tiazol-2-il; B - najboljša spojina iz 
serije derivatov 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina; C - načrtovana spojina 
Poleg spojine, ki je monosubstituirana na mestu 1 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina (Slika 
6, A), bomo poizkusili pripraviti še spojini, od katerih ima ena dve metilni skupini na mestu 1 
(Slika 6, B), druga pa na tem mestu nima substituentov (Slika 6, C). Predvidevamo, da metilna 
skupina na mestu 1 nima močnih neposrednih interakcij z encimom, vendar pa izrazito vpliva na 





Slika 6: A - spojina z metilno skupino na mestu 1 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina (metil 
je označen z zeleno); B - načrtovana spojina z dvema metilnima skupinama; C - načrtovana 
spojina brez substituentov na mestu 1 
Prav tako bomo poskusili pripraviti tudi spojine, ki imajo na pirolu vodikove atome substituirane 
z bromom, saj predvidevamo, da bodo elektron-privlačne lastnosti broma zmanjšale dovzetnost 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri izvajanju reakcij in izolacij produktov smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev Acros 
Organics, Alfa Aesar, Apollo Scientific, Carlo Erba, Kemika, Sigma Aldrich, Merck in Tokyo 
Chemical Industry (TCI). Kemikalij in topil pred uporabo predhodno nismo čistili. 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografske metode 
Za sledenje poteka reakcij smo uporabili TLC (tankoplastno kromatografijo). Uporabili smo 
ploščice TLC Silica gel 60 F254 z 0,20 mm nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu z 
dimenzijami 20 × 20 cm proizvajalca Merck. Sestave mobilnih faz, ki smo jih uporabili pri 
posameznem razvijanji TLC, so navedene pri posameznih reakcijah. TLC-plošče smo osvetlili z 
UV svetlobo valovne dolžine 254 nm ali 366 nm ter opazovali lise. Oroševali smo z orositvenimi 
reagenti – raztopino ninhidrina ali fosfomolibdenske kisline. 
Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili silikagel z velikostjo delcev 40-63 µm 
(Silikagel 60, sito 230-400). 
3.2.2 Spektroskopske metode 
Spektre NMR smo posneli na spektrometru Bruker Avance III, na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani. 1H spektre smo snemali pri 400 MHz, 13C spektre pa pri 100 MHz, v obeh primerih pri 
temperaturi 295 K. Vzorce spojin smo raztopili v DMSO-d6 (devteriran dimetil sulfoksid) ali v 
CDCl3 (devteriran kloroform), z internim standardom TMS (tetrametilsilan). 
Masne spektre spojin smo posneli na masnem spektrometru ADVION expression CMSL, na 
Fakulteti za farmacijo. 
Masne spektre visoke resolucije končnih spojin smo snemali na masnem spektrometru Thermo 
Scientific QExactive Plus, na Fakulteti za farmacijo.  
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3.2.3 Določanje tališča 
Produktom sinteze v trdnem stanju smo določili tališče na mikroskopu Cambridge Instruments z 
grelno mizico Reichert. 
3.2.4 Programska oprema 
Za risanje kemijskih struktur in reakcijskih shem ter za računanje molekulskih mas smo uporabili 
programsko opremo ChemDraw 16.0 (PerkinElmer). Za obdelavo spektrov NMR (jedrske 




4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Sinteza 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzoil klorida 




V bučko smo natehtali 3,5-dimetil-1H-pirazol (2,014 g, 21,0 mmol), na vrat bučke namestili 
septo in vsebino prepihali z argonom. Dodali smo 25 mL DMF in raztopino ohladili na ledeni 
kopeli. Med mešanjem smo počasi dodajali natrijev hidrid (0,838 g 60 % suspenzija, 21,0 mmol) 
in mešali še 30 minut. Potem smo dodali metil-4-(bromometil)benzoat (4,00 g, 17,5 mmol) in 
mešali pod argonom čez noč na sobni temperaturi. Preverili smo s TLC in, ko je reakcija potekla, 
smo dodali v roku 5 minut po kapljicah 2-3 mL nasičene raztopine NaHCO3. Nato smo uparili 
pod znižanim tlakom približno 2/3 vsega DMF. V bučko smo dodali 60 mL vode in 30 mL 
etilacetata ter organsko fazo sprali še 5 × s 30 mL vode. Organsko fazo smo sprali še z nasičeno 
raztopino NaCl, sušili z Na2SO4 ter uparili etilacetat pod znižanim tlakom. Preostanek v bučki 
smo prelili s heksanom in pustili stati čez noč. Naslednji dan smo odlili heksan in razvili TLC, 
kjer smo opazili, da je prisoten parafin. Še 3 × smo prilili heksan, stresali in nato odlili ter se tako 
znebili parafina. Izolirali smo bele kristale produkta 1 (2,175 g, 8,90 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 51 % 
Rf: 0,76 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
Ttališče: 53 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,14 (s, 3H, pirazol-CH3), 2,25 (s, 3H, pirazol-CH3), 
3,90 (s, 3H, -O-CH3), 5,26 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar), 5,88 (s, 1H, pirazol-H), 7,10 (d, 2H, J = 8,8 
Hz, 2 × Ar-H), 7,97 (d, 2H, J = 8,4 Hz, 2 × Ar-H)  
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Ester 1 (2,143 g, 8,77 mmol) smo raztopili v 30 mL metanola. Dodali smo 8,8 mL 2 M NaOH 
(17,54 mmol) in pustili mešati na sobni temperaturi, potek reakcije smo spremljali s TLC. Po 
končani reakciji smo uparili metanol pod znižanim tlakom. V bučko smo dodali 30 mL vode in 
po kapljicah dodali 1 M raztopino HCl do pH = 3. Nastala je oborina, ki smo jo filtrirali s 
presesavanjem. Izolirali smo bele kristale produkta 2 (2,033 g, 8,83 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 100 % 
Rf: 0,36 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
Ttališče: 154 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,14 (s, 3H, pirazol-CH3), 2,28 (s, 3H, pirazol-CH3), 
5,34 (s, 2H, pirazol-CH2-Ar), 5,89 (s, 1H, pirazol-H), 7,12 (d, 2H, J = 8,4 Hz, 2 × Ar-H), 8,01 (d, 
2H, J = 8,4 Hz, 2 × Ar-H), 12,22 (s, 1H, Ar-COOH) 






V 5 mL diklorometana smo suspendirali kislino 2 (1 ekv glede na spojine 7, 11, 16 in 25) in 
suspenzijo ohladili na ledeni kopeli. Dodali smo 1 kapljico DMF in nato oksalil klorid (1,3 ekv). 
Mešali smo 5 minut na ledu, 5 minut na sobni temperaturi ter 5 minut pod pogoji refluksa (~ 45 
°C). Reakcijski zmesi smo uparili topilo pod znižanim tlakom in surov produkt 3 takoj uporabili 
v naslednji stopnji brez dodatnega čiščenja. 
4.2 Sinteza (4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)fenil)(1,2-dimetil-3,4-
dihidropirolo[1,2-a]pirazin-2(1H)metanona 




V bučko smo natehtali N-(2-aminoetil)acetamid (3,468 g, 34,0 mmol) in dodali 66 mL vode. 
Med mešanjem smo dodali NaOAc (2,71 g, 33,0 mol) in nato še ocetno kislino (16,5 mL). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri 75 °C 10 minut in nato dodali 2,5-dimetoksitetrahidrofuran 
(4,37 mL). Nato smo mešali še 2,5 h na oljni kopeli pri 75 °C. Reakcijski zmesi smo uparili 
topila pod znižanim tlakom in produkt čistili s kolonsko kromatografijo (suhi nanos) z mobilno 
fazo DKM/MeOH = 9/1. Izolirali smo rjavo viskozno tekočino, spojino 4 (4,924 g, 32,4 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 95 % 
Rf: 0,65 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,97 (s, 3H, -CH3), 3,55 (q, 2H, J = 6 Hz, -CH2-), 3,98 – 
4,05 (m, 2H, -CH2-), 5,75 (s, 1H, -CO-NH-), 6,17 (t, 2H, J = 2,1 Hz, 2 × pirol-H), 6,65 (t, 2H, J 
= 2,1 Hz, 2 × pirol-H)  
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Acetamid 4 (4,924 g, 32,4 mmol) smo natehtali v bučko in ohladili na ledeni kopeli. Ob mešanju 
smo po kapljicah dodajali POCl3 (27,6 mL). Potem smo bučko postavili na oljno kopel in 
segrevali 1 h pri 107 °C. Po končani reakciji smo POCl3 uparili pod znižanim tlakom. V bučki je 
ostala temno rjava gosta zmes. To zmes smo raztopili v 10 % raztopini NaOH in produkt 
ekstrahirali v dietileter (3 × 30 mL). Produkt je ostal v vodni fazi, zato smo vodno fazo naalkalili 
z dodatkom trdnega NaOH (nad pH = 12). Nato smo ponovili ekstrakcijo z dietiletrom. Produkt 
je prešel v organsko fazo, dietileter smo uparili pod znižanim tlakom in izolirali spojino 5, temno 
rjavozeleno viskozno tekočino (2,864 g, 21,3 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 66 % 
Rf: 0,41 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,29 (s, 3H, -CH3), 3,79 – 3,87 (m, 2H, -CH2-), 3,89 – 
3,96 (m, 2H, -CH2-), 6,20 (dd, 1H, J1 = 3,8 Hz, J2 = 1,5 Hz, pirol-H), 6,48 (dd, 1H, J1 = 3,8 Hz, 
J2 = 1,5 Hz, pirol-H), 6,73 (dd, 1H, J1 = 2,6 Hz, J2 = 1,5 Hz, pirol-H) 






Spojino 5 (0,800 g, 5,93 mmol) smo natehtali v bučko ter dodali 27 mL acetonitrila. 
Benzilbromid (0,75 mL, 6,28 mmol) smo počasi dodajali k reakcijski zmesi ter nato pustili 
mešati 4 h pod pogoji refluksa (~ 90 °C). Po končani reakciji smo uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Suh preostanek smo raztopili v 18 mL THF, prepihali z argonom in ohladili na ledeni 
kopeli. Nato smo po kapljicah v času 5 minut dodali 3,16 M MeMgBr v dietiletru (3,05 mL, 9,7 
mmol). Reakcijsko zmes smo mešali preko noči na sobni temperaturi. Naslednji dan smo 
prekinili reakcijo s 5 mL acetona, ki ga smo ga dodajali po kapljicah. Topila smo nato uparili 
pod znižanim tlakom in zaostanek suspendirali v vodi (50 mL). Produkt smo ekstrahirali iz 
vodne faze z DKM (2 × 30 mL). Organsko fazo smo sušili z Na2SO4 in uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
EtOAc/heksan = 1/12. Izolirali smo oranžnordeče kristale spojine 6 (0,617 g, 2,57 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 43 % 
Rf: 0,44 (MF: EtOAc/heksan = 1/12) 
Ttališče: 57 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,51 (s, 6H, 2 × -CH3), 2,83 (t, 2H, -CH2-), 3,69 (s, 2H, -
CH2-), 3,83 (t, 2H, -CH2-), 5,91 (dd, 1H, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, pirol-H), 6,15 (dd, 1H, J1 = 3,3 
Hz, J2 = 2,8 Hz, pirol-H), 6,43 (dd, 1H, J1 = 2,4 Hz, J2 = 1,9 Hz, pirol-H), 7,25 – 7,42 (m, 5H, 5 
×Ar-H) 






Spojino 6 (0,617 g, 2,57 mmol) smo raztopili v 30 mL EtOH in raztopino prepihali z argonom. 
Nato smo dodali paladij na ogljiku (10 ut. %, 60 mg) in reakcijsko zmes prepihali z vodikom. 
Reakcijsko zmes z nadtlakom vodika smo mešali čez noč. Naslednji dan smo z argonom 
prepihali reakcijsko zmes in odfiltrirali paladij na ogljiku ter filtratu uparili topilo pod znižanim 
tlakom. V bučki so ostali rdečerjavi kristali, izolirali smo spojino 7 (0,459 g, 3,06 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 119 % (prisotno je še topilo) 
Rf: 0, lisa ne potuje (MF: EtOAc/heksan = 1/6) 
Ttališče: 127 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,45 (s, 6H, 2 × -CH3), 3,25 (t, 2H, -CH2-), 3,87 (t, 2H, -
CH2-), 5,86 (dd, 1H, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, pirol-H), 6,12 (dd, 1H, J1 = 6,6 Hz, J2 = 3,3 Hz, 






Spojino 7 (0,060 g, 0,40 mmol) smo raztopili v 10 mL DKM in dodali trietilamin (0,167 mL, 1,2 
mmol). Raztopino smo prelili v bučko s pripravljeno spojino 3 (0,092 g spojine 2, 0,045 mL 
oksalilklorida, glej postopek sinteze spojine 3) in pustili mešati na sobni temperaturi, potek 
reakcije smo spremljali s TLC. Organsko fazo smo sprali z 1 M raztopino HCl, z nasičeno 
raztopino NaHCO3 in nasičeno raztopino NaCl ter posušili z Na2SO4 ter jo nato filtrirali. DKM 
smo uparili pod znižanim tlakom in surov produkt čistili s kolonsko kromatografijo (suh nanos) z 
mobilno fazo DKM/MeOH = 20/1. Izolirali smo produkt v obliki rjavih kristalov, končno 




Izkoristek reakcije: 25 % 
Rf: 0,60 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
Ttališče: 126,5 °C 
HRMS: / 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,91 (s, 6H, 2 × pirazin-CH3), 2,15 (s, 3H, pirazol-CH3), 
2,26 (s, 3H, pirazol-CH3), 3,61 (dd, 2H, J1 = 5,8 Hz, J2 = 4,3 Hz, -CH2-), 3, 97 (dd, 2H, J1 = 5,7 
Hz, J2 = 4,3 Hz, -CH2-), 5,24 (s, 2H, Ar-CH2-pirazol), 5,88 (s, 1H, pirazol-H), 6,00 (dd, 1H, J1 = 
3,6 Hz, J2 = 1,7 Hz, pirol-H), 6,17 (dd, 1H, J1 = 3,6 Hz, J2 = 2,7 Hz, pirol-H), 6,52 (dd, 1H, J1 = 









Spojino 7 (0,296 g, 1,97 mmol) smo raztopili v diklorometanu in dodali trietilamin (0,41 mL, 
2,96 mmol) ter reakcijsko zmes ohladili na ledeni kopeli. Po kapljicah smo dodali 
trifluoroacetanhidrid (0,33 mL, 2,36 mmol). Po 15 minutah smo s tankoplastno kromatografijo 
preverili, če je reakcija potekla, nato smo izolirali produkt. V bučko smo dodali nasičeno 
raztopino NaHCO3 (30 mL), zmes se je penila. Ko je prenehal nastajati CO2, smo vsebino bučke 
prelili v lij ločnik ter ekstrahirali produkt v diklorometan (50 mL). Organsko fazo smo spirali še 
z 0,1 M raztopino HCl in nasičeno raztopino NaCl ter jo posušili z Na2SO4. Zmes smo   
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prefiltrirali in raztopini uparili topilo pod znižanim tlakom. Izolirali smo rdečerjavo trdno snov, 
spojino 9 (0,329 g, 1,34 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 68 % 
Rf: 0,43 (MF: EtOAc/heksan = 1/6) 
Ttališče: 46 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,83 (s, 6H, 2 × pirazin-CH3), 3,73 – 3,88 (m, 2H, -CH2-
), 4,05 – 4,08 (m, 2H, -CH2-), 6,00 (dd, 1H, J1 = 3,6 Hz, J2 = 1,7 Hz, pirol-H), 6,16 (dd, 1H, J1 = 






Spojino 9 (0,050 g, 0,203 mmol) smo raztopili v 20 mL acetonitrila in dodali N-
bromosukcinimid (0,145 g, 0,81 mmol) na ledeni kopeli. Pustili smo mešati 3 dni pri sobni 
temperaturi. Po končani reakciji smo uparili topilo pod znižanim tlakom in naredili suhi nanos na 
kolono ter čistili produkt s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/heksan = 1/6). Izolirali smo 
spojino 10, v obliki oranžnorjave trdne snovi (0,098 g, 0,203 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 100 % 
Rf: 0,54 (MF: EtOAc/heksan = 1/6) 
Ttališče: 93 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,96 (s, 6H, 2 × pirazin-CH3), 3,78 – 3,83 (m, 2H, -
CH2), 3,98 – 4,03 (m, 2H, -CH2-)  
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Spojini 10 (0,096 g, 0,199 mmol) smo dodali 5 mL metanola in 1 mL 2 M NaOH. Po končani 
reakciji, kar smo spremljali s TLC, smo reakcijski zmesi dodali vodo (30 mL) in EtOAc (30 
mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaCl, sušili z Na2SO4 ter uparili organsko 
topilo pod znižanim tlakom. Izolirali smo rjavo viskozno tekočino, spojino 11 (0,069 g, 0,178 
mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 89 % 
Rf: 0,61 (MF: EtOAc/heksan = 1/6) 
MS: 463,1, 463,2 [M+Br]- 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,55 (s, 6H, 2 × pirazin-CH3), 3,19 – 3,27 (m, 2H, -CH2-









Spojino 11 (0,069 g, 0,178 mmol) smo raztopili v 10 mL DKM in dodali trietilamin (0,075 mL, 
0,534 mmol). Raztopino smo prelili v bučko s pripravljeno spojino 3 (0,041 g spojine 2, 0,020 
mL oksalilklorida, glej postopek sinteze spojine 3) in pustili mešati. Ker smo s TLC ugotovili, da 
reakcija ni potekla, smo dodali še 2 ekvivalenta spojine 3. Ker še vedno nismo zaznali produkta s 
TLC analizo, smo dodali DCC (0,1104 g, 0,535 mmol) in katalitično količino DMAP (2 mg). 
Glede na TLC analizo je reakcija delno potekla, zato smo šli v izolacijo. Najprej smo odfiltrirali 
belo oborino (dicikloheksilsečnino) in potem sprali organsko fazo z 1 M raztopino HCl, z 
nasičeno raztopino NaHCO3 in nasičeno raztopino NaCl in posušili z Na2SO4 ter filtrirali. Uparili 
smo DKM pod znižanim tlakom in surov produkt čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno 
fazo EtOAc/heksan = 1/2 →1/1 → 3/1. Izolirali smo produkt, spojino 12 (0,030 g, 0,05 mmol), ki 








Etan-1,2-diamin (5,88 mL, 87,9 mmol) smo raztopili v 50 mL diklorometana. Pripravljeno 
raztopino smo ohladili na ledeni kopeli in ji po kapljicah med mešanjem dodali raztopino 
benzilkloroformata (2,51 mL, 17,6 mmol) v 25 mL diklorometana. Potek reakcije smo spremljali 
s TLC. Po zaključku reakcije smo reakcijsko zmes sprali z nasičeno raztopino NaCl, sušili z 
Na2SO4 in uparili organsko topilo. Surov produkt smo ločevali s kolonsko kromatografijo z   
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mobilno fazo DKM/MeOH = 7/1, ki smo ji dodali 1 % NH3. Izolirali smo rumene kristale 
spojine 13 (2,680 g, 13,8 mmol), ki smo jih takoj uporabili v naslednji stopnji. 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 78 %  
Rf: 0,38 (MF: DKM/MeOH = 7/1 + NH3) 
Ttališče: 73 °C 




Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 4. Natehte spojin: 13 (2,68 g, 13,8 
mmol), voda (26,8 mL), NaAcO (1,098 g, 13,4 mmol), ocetna kislina (6,7 mL). Izolirali smo 
temnorjavo viskozno tekočino, spojino 14 (0,847 g, 3,47 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 25 %  
Rf: 0,72 (MF: EtOAc/heksan = 1/1), 0,91 (DKM/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,52 (dd, 2H, J1 = 11,8 Hz, J2 = 6,0 Hz, -O-CO-NH-
CH2-), 4,04 (t, 2H, J = 5,8 Hz, -CH2-pirol), 5,14 (s, 2H, Ar-CH2-), 6,19 (t, 2H, J = 2,1 Hz, 2 × 
pirol-H), 6,66 (t, 2H, J = 1,7 Hz, 2 × pirol-H), 7,31 – 7,51 (m, 5H, 5 × Ar-H) 






Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 7. Modifikacija postopka: 
namesto etanola smo uporabili metanol. Natehte spojin: 14 (1,003 g, 4,11 mmol), MeOH (30 
mL), paladij na ogljiku (10 ut. %, 100 mg). Izolirali smo rdečerjavo viskozno tekočino, spojino 
15 (0,417 g, 3,79 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 92 %  
Rf: 0, lisa ne potuje (MF: EtOAc/heksan = 1/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 2,81 (t, 2H, J = 6,5 Hz, NH2-CH2-), 3,84 (t, 2H, J = 
6,5 Hz, pirol-CH2-), 5,98 (dd, 2H, J1 = 3,5 Hz, J2 = 1,4 Hz, 2 × pirol-H), 6,73 (t, 2H, J = 2,1 Hz, 
2 × pirol-H) 




Spojino 15 (0,200 g, 1,82 mmol) smo raztopili v etanolu (20 mL) ter dodali 37 % formaldehid 
(0,136 mL, 1,82 mmol). Potem smo dodali trifluoroocetno kislino (0,5 mL), mešali smo 15 minut 
pri 50 °C nato pa pustili, da se ohladi na sobno temperaturo, ter mešali še 4 ure. Topilo smo 
uparili in preostanek raztopili v EtOAc. Organsko fazo smo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 
in nasičeno raztopino NaCl, sušili z Na2SO4 in uparili EtOAc pod znižanim tlakom. Surov 
produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo in za mobilno fazo uporabili DKM/MeOH = 9/1. 
Izolirali smo rdečerjavo trdno spojino 16 (0,090 g, 0,74 mmol), ki smo jo takoj uporabili v 





Izkoristek reakcije: 40 % 
Rf: 0,38 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 






Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 8. Natehte spojin: 16 (0,085 g, 
0,70 mmol), DKM (10 mL), trietilamin (0,029 mL, 2,1 mmol), spojina 3 (0,1600 g 2, 0,0776 mL 
oksalilklorida, glej postopek sinteze spojine 3). Modifikacija izolacije: produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo, pri čemer smo uporabili mobilno fazo EtOAc/heksan = 2/1. Izolirali 
smo rjave kristale produkta, končno spojino 17 (0,048 g, 0,144 mmol). Glede na analize je bila 
najverjetneje izolirana prava spojina, a razpada.  
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 19 % 
Rf: 0,88 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 










V bučko smo natehtali 2-kloroetil-1-amonijev klorid (2,556 g, 22,0 mmol) in dodali 40 mL 
DKM. Nato smo dodali trietilamin (9,2 mL, 66,1 mmol) in pustili mešati pol ure pri sobni 
temperaturi. V bučko smo dodali DCC (5,456 g, 26,4 mmol) in fenilocetno kislino (3,00 g, 22,0 
mmol). Pustili smo mešati 1 uro na ledeni kopeli. Po končani reakciji smo odfiltrirali belo 
oborino, filtrat pa sprali z 0,1 M raztopino HCl (30 mL), z nasičeno raztopino NaHCO3 (30 mL) 
in nasičeno raztopino NaCl (30 mL), posušili z Na2SO4 ter uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, pri čemer smo za mobilno fazo izbrali 
EtOAc/heksan = 1/12. Glede na NMR analizo nismo izolirali željenega produkta. 
4.5.2 Sinteza N-(2-(1H-pirol-1-il)etil)-2-fenilacetamida 




Fenilocetno kislino (2,829 g, 20,8 mmol) smo raztopili v 30 mL DKM in raztopino ohladili na 
ledeni kopeli. Nato smo dodali kapljico DMF in oksalilklorid (1,78 mL, 1 ekv). Reakcijsko zmes 
smo mešali pri sobni temperaturi 5 min in nato pod pogoji refluksa (~ 45 °C) še 10 minut. 
Uparili smo topilo pod znižanim tlakom in zaostanek ponovno raztopili v DKM (30 mL).   
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Raztopino smo ohladili na 0 °C in dodali 2-kloroetilamonijev klorid (2,411 g, 20,8 mmol) in 
trietilamin (8,69 mL, 62,4 mmol), raztopljena v 20 mL DKM. Po končani reakciji smo organsko 
fazo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (30 mL), 1 M HCl (30 mL), nasičeno raztopino NaCl 
(30 mL) in sušili nad Na2SO4. Izolirali smo rumen trden produkt 18 (2,832 g, 14,3 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 69 % 
Rf: 0,41 (MF: EtOAc/heksan = 1/1) 
Ttališče: 98 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,60 (dd, 4H, J1 = 4,2 Hz, J2 = 1,0 Hz, -CH2-CH2-Cl), 
3,63 (s, 2H, Ar-CH2-), 7,31 – 7,47 (m, 5H, 5 × Ar-H) 




Spojino 18 (2,540 g, 12,9 mmol) smo raztopili v 20 mL DMF in dodali NaN3 (2,51 g, 38,7 
mmol) ter katalitično količino KI. Pustili smo mešati čez noč pri 60 °C. Po koncu reakcije smo 
uparili topilo pod znižanim tlakom in zaostanek suspendirali v EtOAc. Organsko fazo smo sprali 
z vodo (3 × 30 mL), nasičeno raztopino NaCl (30 mL) in sušili nad Na2SO4 ter uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Izolirali smo rumeno viskozno tekočino, spojino 19 (2,167 g, 10,6 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 82 % 
Rf: 0,38 (MF: EtOAc/heksan = 1/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 8.31 (t, J = 5,6 Hz, 1H, NH), 7.34 – 7.15 (m, 5H, 5 × 








Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 7. Modifikacija postopka: 
namesto etanola smo uporabili metanol. Natehte spojin: 19 (2,167 g, 10,6 mmol), MeOH (50 
mL), paladij na ogljiku (10 ut. %, 0,200 g). Izolirali smo trdno rumeno spojino 20 (1,929 g, 10,8 
mmol). Produkt smo takoj uporabili v naslednji stopnji brez dodatnega čiščenja. 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 102 % (prisoten je še metanol) 
Rf: 0, lisa ne potuje (MF: EtOAc/heksan = 1/1) 
Ttališče: 99 °C 




Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 4. Natehte spojin: 20 (1,765 g, 
0,00992 mol), voda (19,3 mL), NaAcO (0,789g, 0,00927 mol), ocetna kislina (4,8 mL). 
Modifikacija izolacije: ker nismo mogli pod znižanim tlakom upariti vse ocetne kisline, smo 
uporabili ekstrakcijo z nasičeno raztopino NaHCO3 in etilacetatom. Etilacetat smo nato uparili 
pod znižanim tlakom. S kolonsko kromatografijo (suhi nanos) smo čistili produkt z mobilno fazo 




Izkoristek reakcije: 14 %  
Rf: 0,21 (MF: EtOAc/heksan = 1/1) 
Ttališče: 47 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,49 (dd, 2H, J1 = 11,7 Hz, J2 = 6,0 Hz, -CO-NH-CH2-), 
3,54 (s, 2H, Ar-CH2-), 3,95 (dd, 2H, J1 = 6,3 Hz, J2 = 5,2 Hz, pirol-CH2-), 6,09 (t, 2H, J = 2,1 
Hz, 2 × pirol-H), 6,47 (t, 2H, J = 2,1 Hz, 2 × pirol-H), 7,32 (ddd, 5H, J1 = 12,9 Hz, J2 = 7,7, Hz, 
J3 = 6,2 Hz, 5 × Ar-H) 




Terc-butil(2-aminoetil)karbamat (3,251 g, 20,29 mmol) smo raztopili v acetonitrilu (30 mL) in 
raztopino ohladili na ledeni kopeli. Dodali smo DCC (4,785 g, 23,2 mmol) in fenilocetno kislino 
(2,631 g, 19,3 mmol). Ko je reakcija potekla, smo odfiltrirali dicikloheksilsečnino. Acetonitril 
smo uparili pod znižanim tlakom, preostanek pa raztopili v EtOAc in nato organsko fazo spirali z 
0,1 M raztopino HCl (30 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (30 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(30 mL) ter sušili nad Na2SO4. Izolirali smo bele kristale spojine 22 (2,847 g, 10,2 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 50 % 
Rf: 0,50 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
Ttališče: 104 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 1,38 (s, 9H, 3 × -CH3), 2,97 (dd, 2H, J1 = 12,3 Hz, J2 
= 6,1 Hz, -CH2-), 3,06 (dd, 2H, J1 = 12,4 Hz, J2 = 6,2 Hz, -CH2-), 3,60 (s, 2H, -CH2-), 7,25 (ddt, 








Najprej smo pripravili raztopino HCl v metanolu. 20 mL MeOH smo ohladili na ledeni kopeli in 
nato po kapljicah dodajali acetilklorid (2,86 mL, 40,0 mmol). Po 5 minutah smo dodali spojino 
22 (2,847 g, 10,2 mmol) in mešali ter s TLC spremljali potek reakcije. Ugotovili smo, da je v 
reakcijski zmesi še vedno prisotna izhodna spojina, zato smo dodali še 20 mL HCl v metanolu. 
Ko je reakcija potekla, smo uparili metanol pod znižanim tlakom. Surov produkt smo nekajkrat 
prelili z dietiletrom. Izolirali smo bledo rumene kristale spojine 23 (2,226 g, 10,37 mmol). 
Produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez dodatnega čiščenja. 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 102 % (prisotna so še topila) 
Rf: 0, lisa ne potuje (MF: DKM/MeOH = 9/1) 




Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 4. Natehte spojin: 23 (2,226 g, 
10,4 mmol), voda (20,2 mL), NaAcO (1,706 g, 20,8 mmol, 2 ekv zaradi soli na aminu), ocetna 
kislina (5,05 mL). Modifikacija izolacije: po končani reakciji smo nevtralizirali ocetno kislino s 
K2CO3 (6-7 g) in ekstrahirali produkt v etilacetat. Temen viskozen zaostanek smo raztopili v 
DKM in filtrirali skozi plast silikagela ter silikagel sprali še z DKM/MeOH = 9/1. S kolonsko   
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kromatografijo smo čistili produkt z mobilno fazo EtOAc/heksan = 1/1. Izolirali smo rjav trden 
produkt 21 (0,211 g, 0,92 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 9 %  
Rf: 0,17 (MF: EtOAc/heksan = 1/1) 
Ttališče: 47 °C 




Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 5. Natehte spojin: 21 (0,248 g, 
1,09 mmol), POCl3 (1,4 mL). Modifikacija izolacije: po končani reakciji smo nevtralizirali 
POCl3 z nasičeno raztopino NaHCO3. Izvedli smo ekstrakcijo z EtOAc in vodo. Organsko fazo 
smo posušili z Na2SO4 ter uparili topilo pod znižanim tlakom. Izolirali smo rjave do črne kristale 
produkta 24 (0,215 g, 1,02 mmol). Surov produkt smo uporabili v naslednji stopnji brez 
dodatnega čiščenja. 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 93 % 
Rf: 0,41 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 








Spojino 24 (0,200 g, 0,951 mmol) smo raztopili v 15 mL etanola in reakcijsko zmes ohladili na 
ledeni kopeli. Ob mešanju smo dodali NaBH4 (0,0361 g, 0,95 mmol). Po končani reakciji smo 
uparili etanol pod znižanim tlakom in surov produkt čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno 
fazo DKM/MeOH = 50/1. Izolirali smo temnorjave kristale produkta 25 (0,051 g, 0,240 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 25 % 
Rf: 0,91 (MF: DKM/MeOH = 9/1) 
Ttališče: 45 °C 
MS: 213,1 [M+H]+ 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,78 – 3,12 (m, 2H, Ar-CH2-), 3,18 – 3,39 (m, 2H, -
CH2-), 3,79 – 4,04 (m, 2H, -CH2-), 4,18 (dd, J1 = 9,8 Hz, J2 = 3,8 Hz, -CH-), 5,89 – 5,98 (m, 1H, 
pirol-H), 6,17 (dd, 1H, J1 = 3,4 Hz, J2 = 2,8 Hz, pirol-H), 6,52 – 6,62 (m, 1H, pirol-H), 7,26 – 








Reakcijo smo izvedli po postopku opisanem za sintezo spojine 12. Natehte spojin: 25 (0,051 g, 
0,24 mmol), DKM (10 mL), 3 (0,054 g 2, 0,021 mL oksalilklorida, glej postopek sinteze spojine 
3; nato še 2 ekv), DCC (0,149 g, 0,72 mmol), DMAP (1 zrnce). Izolirali smo produkt, spojino 26 
(0,078 g, 0,18 mmol). 
Rezultati: 
Izkoristek reakcije: 75 % 
Rf: 0,77 (DKM/MeOH = 9/1) 
HRMS: izračunano za C27H29ON4 [M+H]
+ m/z = 425,23359, izmerjeno 425,23308  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 7.34 – 7.16 (m, 5H), 7.09 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 6.99 – 
6.77 (m, 2H), 6.58 (d, J = 33.4 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 5.90 (s, 1H), 5.85 (s, 1H), 5.63 




5 RAZPRAVA  
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 SINTEZA SPOJINE 3 
Sintezo spojine 3 smo začeli s 3,5-dimetil-1H-pirazolom, ki smo mu z močno bazo (NaH) 
odstranili proton v brezvodnem DMF. Po dodatku elektrofila metil 4-(bromometil)benzoata se je 
tvorila vez z nukleofilom. Izkoristek reakcije je bil 51 %. Predvidevamo, da je do izgub prišlo 
predvsem pri ekstrakciji. Namreč DMF nismo uparili, ampak smo se ga znebili z večkratnim 
spiranjem z vodo, kamor se porazdeljuje DMF in najverjetneje v manjšem obsegu tudi naš 
produkt. V naslednji stopnji smo pri izolirani spojini 1 hidrolizirali ester z bazo (NaOH), da je 
nastala 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzojska kislina (spojina 2). Glede na izkoristek 
(100 %) je hidroliza popolnoma potekla. Pred samo sintezo končnih spojin smo spojino 2 
pretvorili v kislinski klorid (spojina 3) z oksalil kloridom. Dodali smo kapljico DMF, ki deluje 
kot katalizator po spodnjem mehanizmu (Slika 7). 
 
Slika 7: Splošna shema sinteze kislinskih kloridov z oksalil kloridom in DMF; prirejeno po (29). 
Za aktivacijo kisline v kislinski klorid lahko poleg oksalilklorida ((COCl)2) uporabimo tudi 
tionilklorid (SOCl2), fosforjev oksilklorid (POCl3) ali fosforjev pentaklorid (PCl5). Pri reakciji 
nastaneta tudi plina CO2 in CO, vendar pri naših reakcijah količina CO ni predstavljala 
nevarnosti. Slabost reagentov za sintezo kislinskega klorida je nastanek HCl pri reakciji, na 
katero so lahko občutljivi nekateri substrati (npr. amini z Boc zaščito). Pri substratih, ki   
38 
 
zahtevajo nevtralne ali rahlo bazične pogoje, dodamo trietilamin, ki vzdržuje bazično okolje 
skozi celoten potek reakcije (29). 
5.1.2 SINTEZA SPOJINE 7 IN 11 
Sintezo smo začeli z reakcijo N-(2-aminoetil)acetamida z 2,5-dimetoksitetrahidrofuranom do N-
(2-(1H-pirolo-1-il)etil)acetamida (spojina 4). Pri tej reakciji gre za sintezo pirola po Paal-
Knorrovem mehanizmu, kjer iz primarnega amina in diketona (ali diacetala) nastane pirol (Slika 
8) (30). Ocetna kislina je v reakciji sodelovala kot katalizator. 
 
Slika 8: Sinteza pirolov po Paal-Knorru; prirejeno po (30). 
V naslednji stopnji sinteze smo spojini 4 dodajali POCl3 ter tako dosegli želeno ciklizacijo do 
spojine 5. Reakcija je potekla po mehanizmu Bischler-Napieralski (Slika 9). Pri tem postopku 
dobimo poleg produkta še črno gumijasto snov, zato je praktično vedno potrebno čiščenje (31).  
 
Slika 9: Ciklizacija po Bischler-Napieralskem; prirejeno po (32).  
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Iminski dušik pri spojini 5 smo nato alkilirali z benzilbromidom. Brez čiščenja produkta smo šli 
v naslednjo stopnjo. Dodali smo Grignardov reagent, ki kot nukleofil napade močno elektrofilen 
ogljik alkiliranega imina. Tako smo uvedli novo metilno skupino in izolirali spojino 6 (Slika 10). 
 
Slika 10: Reakcija z Grignardovim reagentom; prirejeno po (32). 
V naslednji stopnji smo s katalitskim hidrogeniranjem ostranili benzilno skupino na dušiku in 
izolirali spojino 7. Nato smo uvedli trifluoroacetamidno zaščitno skupino, tako da smo dodali 
trifluoroacetanhidrid ob dodatku trietilamina. Ta zaščitna skupina je primernejša za naslednjo 
stopnjo sinteze – elektrofilno aromatsko bromiranje. Spojino 9 z zaščitenim aminom smo 
bromirali s prebitkom bromosukcinimida. Po 3 dneh smo izolirali produkt 10 z vezanimi tremi 
bromi na pirolnem obroču. Trifluoroacetamidno zaščitno skupino smo odstranili z bazično 
hidrolizo amidne vezi z dodatkom NaOH in izolirali spojino 11. 
5.1.3 SINTEZA SPOJINE 16 
V prvi stopnji sinteze smo k prebitku etan-1,2-diamina po kapljicah dodajali benzilkloroformat. 
Tako smo zaščitili eno amino skupino diamina z benzilkarbamatno zaščitno skupino (Cbz) ena 
pa je ostala prosta za nadaljnji potek sinteze. Sledila je sinteza pirola po Paal-Knorrovem 
mehanizmu. Nato smo odstranili zaščito z amina s katalitskim hidrogeniranjem. Izolirani spojini 
15 smo dodali formaldehid in trifluoroocetno kislino. Tako smo dodali novo –CH2– skupino in 






Slika 11: Ciklizacija po po Pictet-Spenglerjevem mehanizmu; prirejeno po (32). 
5.1.4 SINTEZA SPOJINE 25 
V prvem poskusu smo N-(2-kloroetil)-2-fenilacetamid (spojina 18) poskusili sintetizirati s tvorbo 
amidne vezi med 2-kloroetil-1-amonijev kloridom in fenilocetno kislino v prisotnosti trietilamina 
in DCC. Z NMR analizo smo ugotovili, da reakcija ni potekla. Odločili smo se za dva nova 
sintezna postopka. V drugem postopku smo fenilocetno kislino pretvorili do kislinskega klorida z 
oksalil kloridom. Produktu smo brez čiščenja dodali 2-kloroetilamonijev klorid ob prisotnosti 
baze in izolirali ustrezen amid. Nastali produkt N-(2-kloroetil)-2-fenilacetamid (spojina 18) smo 
pretvorili v N-(2-azidoetil)-2-fenilacetamid (spojina 19) tako, da smo dodali NaN3 in katalitično 
količino KI. Reakcija je potekala po mehanizmu nukleofilne substitucije. To je tudi najbolj 
uporabljana metoda za sintezo azidov. Uporabimo lahko več različnih elektrofilov, npr. halogeni, 
sulfonati ter tudi nekateri aktivirani estri – mi smo izbrali klorid (33). Nato smo s katalitskim 
hidrogeniranjem reducirali azidno skupino v amin. Kot katalizator smo uporabili Pd/C. Sledila je 
sinteza pirola po Paal-Knorru (spojina 21). V tretjem postopku smo do te spojine prišli tako, da 
smo terc-butil(2-aminoetil)karbamat in fenilocetno kislino mešali na ledeni kopeli ob dodatku 
DCC. DCC (N,N’-dicikloheksilkarbodiimid) velikokrat uporabljamo za sintezo amidne vezi 
(prav tako ga lahko uporabimo za sintezo anhidridov in estrov). DCC reagira s karboksilno 
kislino in tvori O-acilizourea mešani anhidrid. Ta intermediat nato direktno reagira z aminom, da 





Slika 12: Reakcijski mehanizem tvorbe amidov s karbodiimidom, ki služi kot sklopitveni reagent; 
prirejeno po (29). 
Ker so iz reakcijske zmesi izolirali tudi simetrični karboksilni anhidrid, predpostavljajo, da 
obstaja kompleksnejši mehanizem. Gonilna sila tega mehanizma je nastanek stranskega produkta 
DHU (29). 
 
Slika 13: Mehanizem nastanka anhidrida (ob tem nastane saj je produkt DHU) ter sklopitev z 




To stransko reakcijo lahko ublažimo tako, da ohladimo kislino in sklopitveni reagent na 0 °C, 
preden dodamo amin. Lahko bi dodali tudi DMAP (29). DHU je netopna, zato smo jo lahko 
enostavno odfiltrirali. Ko smo izolirali spojino 22, smo ji odstranili Boc zaščito s HCl v 
metanolu. Izolirali smo spojino 23, ki se od 20 razlikuje po tem, da je v obliki soli. Sledila je 
sinteza pirola po Paal-Knorru ter smo tako tudi tukaj izolirali spojino 21. Sintezo smo nadaljevali 
s ciklizacijo po Bischler-Napieralskem do spojine 24. Z NaBH4 smo nato reducirali imin in 
izolirali spojino 25. 
5.1.5 SINTEZA SPOJIN 8, 12, 17 IN 26 (TVORBA AMIDNE VEZI) 
Za sintezo končnih spojin smo tvorili amidno vez med aktivirano karboksilno kislino (kislinski 
klorid) in amini 7, 11, 16 in 25. 
5.2 KOMENTAR BIOLOŠKIH TESTIRANJ 
5.2.1 INTERAKCIJE ZAVIRALCEV Z ENCIMOM InhA 
Strukturo sintetiziranih spojin smo načrtovali iz strukture spojine I (Slika 14). Ta spojino so 
pridobili z rešetanjem visoke zmogljivosti pri podjetju GlaxoSmithKline in predstavlja spojino 
zadetek pri iskanju novih zaviralcev mikobakterijskega encima InhA. Njena vrednost IC50 znaša 
0,02 µM (34). 
 
Slika 14: Spojina I; prirejeno po (34). 
Da bi razumeli interakcije vezave spojin tetrahidropiranskih derivatov pri zaviranju encima 
InhA, so določili kristalno strukturo InhA z vezano spojino I, v prisotnosti kofaktorja NAD. 
Kristalna struktura je pokazala, da spojina I zavzame obliko črke U in se veže v mesto encima, 




Slika 15: Vezava spojine I v aktivno mesto InhA; prirejeno po (34). 
Pirazol (obroč A) v spojini I se obrne proti piridinskemu delu NAD, kjer dušik na mestu 2 tvori 
vodikovo vez z 2'-hidroksilno skupino v NAD. N-terminalni konec α6 vijačnice, ki je del 
vezavnega mesta za substrat, oblikuje vezavni žep za pirazol. Metilenska povezava (med 
obročema A in B) predstavlja pregib v molekuli, ki je nujen za doseganje komplementarne 
oblike liganda z vezavnim mestom. Amid v osrednjem delu spojine I tvori vodikove vezi s 
karbonilno skupino na mestu 98 v metioninu. Tetrahidropiranski del je usmerjen ven iz 
vezavnega mesta. Desni del molekule (obroča C in D) sega globoko v žep proteina vendar ne 
tvori specifičnih interakcij z encimom (34). 
Glede na interakcije spojine I z vezavnim mestom so ugotovili, da zamenjava obroča A ali 
odstranitev metilenske skupine med obročema A in B povzroči izgubo protimikobakterijske 
aktivnosti. Spremembe v obroču D niso povzročile izgube protimikobakterijske aktivnosti, zato 
so na tem delu možne modifikacije. Zmanjšanje števila heterociklov, opustitev obroča D in 
uvedba drugače substituiranih fenilnih obročev na mestu obroča C je povzročilo znatno 
zmanjšanje zaviranja encima. Zamenjava tiazolnega obroča (obroč C) s fenilnim obročem je 
pokazala dobro zaviranje encima InhA kljub slabi topnosti spojine (34). 
Glede na te rezultate levega dela molekule (obroča A in B) ni bilo smiselno spreminjati. Na desni 
strani molekule smo uvedli 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin z vezano benzilno skupino 
(spojina 26) na mestu 1, saj je tako razdalja med fenilom in amidno skupino podobna kot pri 
spojini vodnici. Predvidevali smo, da bo aromatski obroč imel bolj ugodne interakcije z 
lipofilnim žepom, kamor predvidevamo da se fenil umesti. Pri spojini, ki ima na mestu 1 dve   
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metilni skupini (spojina 8) oz. na mestu 1 nima substituentov (spojina 17), smo želeli raziskati 
vpliv na konformacijo spojine in tako tudi na jakost vezave. Metilne skupine na tem mestu 
neposredno nimajo močnih interakcij z encimom. Spojino, ki ima na pirolu vodike substituirane 
z bromom (spojina 12), smo želeli sintetizirati, da bi raziskali, ali bodo elektron-privlačne 
lastnosti broma zmanjšale dovzetnost pirola za reakcijo s kisikom. 
5.2.2 REZULTATI BIOLOŠKIH TESTIRANJ IN KOMENTAR 
Končne spojine, ki smo jih sintetizirali, so kolegi na Fakulteti za farmacijo testirali na encimu 
InhA. Določili so jim vrednost IC50. IC50 določa koncentracijo zaviralca oz. naših spojin, pri 
kateri hitrost reakcije, ki jo katalizira encim, pade za 50 %. 
Preglednica 1: Rezultati bioloških testiranj sintetiziranih spojin 











Glede na IC50 testiranih spojin 8 (uvedba dveh metilnih skupin) in 26 (uvedba benzilne skupine) 
spremembe v strukturi niso ugodne. Naše izmerjene vrednosti so bile v mikromolarnem 
območju, medtem ko je spojina vodnica aktivna v nanomolarnem območju. Nekoliko boljšo 
aktivnost je izkazala spojina 26, kar pomeni da se benzilna skupina boljše prilega v lipofilni žep 
kot metilna. Spojine 12 nam ni uspelo sintetizirati vendar predvidevamo, da ne bi bila aktivna, 
saj uvedba dveh metilnih skupin ne poveča aktivnosti (glede na IC50 spojine 8). Izolirali smo 
adukt aktivirane kisline z DCC. Pri spojini 17 se nismo odločili za testiranje na encimu, ker smo 
z analizo HRMS zaznali le produkte razpada oz. oksidacije Predvidevamo, da je spojina 
popolnoma razpadla v nekaj tednih, ki so minili med sintezo in analizo HRMS. Produkte 
oksidacije smo identificirali tudi pri analizi HRMS spojine 8. 
 
Slika 16: Izrez spektra HRMS spojine 17 z možnimi strukturami produktov razpada (levo). Izrez 
spektra HRMS spojine 8 z možnimi strukturami produktov razpada (desno).  
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Piroli v prisotnosti kisika niso stabilni. Pri alkiliranih pirolih hitro poteče avtooksidacija ob 
prisotnosti zraka, celo ob odsotnosti svetlobe (35). Pri oksidaciji pirolov s singletnim kisikm 1O2 
nastanejo pirolinoni (Slika 17, levo) in maleimidi (Slika 17, desno) (36). Piroli z elektron-
privlačnimi skupinami ne reagirajo spontano s kisikom, oksidacija tu poteče lahko šele z 
močnimi oksidanti (35). 
 
Slika 17: Mehanizem oksidacije pirolov s kisikom; prirejeno po (37). 
Pri načrtovanju spojin se nismo zavedali nestabilnosti pirolov. Spojine z nesubstituiranim 
pirolnim obročem zato niso primerne kot potencialne učinkovine, saj so nestabilne in ob stiku s 
kisikom razpadejo. Na pirolu bi bilo potrebno zato uvesti elektron-privlačne skupine, ki bi ga 





Od načrtovanih štirih spojin nam je uspelo sintetizirati dve, ki sta izkazali protimikobakterijsko 
aktivnost, vendar sta bili njuni izmerjeni vrednosti IC50 višji od tiste pri spojini vodnici. To lahko 
pripišemo spremembi strukture z uvedbo 1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazina. Pri vezavi naših 
spojin v aktivno mesto encima InhA ni prišlo do tako ugodnih interakcij kot pri spojini vodnici.  
Pri načrtovanju bi morali upoštevati nestabilnost spojin z vključenim pirolovim obročem, ki je 
zelo občutljiv za oksidacijo. Take spojine ne bi bile primerne kot zdravilne učinkovine. Njihovo 
stabilnost bi morali povečati z vpeljavo elektron-privlačnih skupin na pirolov obroč. 
Kljub temu smo raziskali, kako vplivajo pripete skupine na osnovnem skeletu na aktivnost spojin 
pri zaviranju encima, ter tako poglobili naše razumevanje med nihovo strukturo in delovanjem. 
Iz naših rezultatov lahko sklepamo, da obstaja možnost za nadaljnji razvoj 1,2,3,4-
tetrahidropirolo[1,2-a]pirazinskih zaviralcev, vendar pa bi bilo potrebno v tovrstne spojine uvesti 
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